弥漫大B细胞淋巴瘤（DLBCL）是非霍奇金淋巴瘤（NHL）最常见的一种亚型。尽管利妥昔单抗的应用使DLBCL患者的预后得以改善，但仍有30%\~40％的患者表现为难治或复发。国际预后指数（IPI）不能敏感地识别预后极差的患者，因为所有危险组别都有至少50％的治愈率[@b1]。因此，寻找更好的"预后标尺"有助于对NHL患者进行分层诊断和个体化治疗，同时也有助于为新药研究找出最可能获益的人群。

Caspase募集域家族成员11（caspase recruitment domain family member 11，CARD11）又称CARMA1，是一种为各种蛋白在细胞膜下组装提供位点的支架蛋白。CARD11位于BCR和TCR通路信号会合点上，共同介导获得性免疫刺激。在活化B细胞样（activated B cell, ABC) DLBCL中，CARD11位点是常见突变[@b2]，与NF-κB持续激活有关[@b3]。CARD11位于Bruton酪氨酸激酶（Bruton tyrosine kinase, BTK）下游，突变后具有自激活作用，因此CARD11突变可能提示BTK抑制剂治疗无效[@b4]。本研究中，我们应用免疫组化染色观察CARD11在DLBCL中的表达情况，并结合患者临床病理特征和预后资料分析CARD11与预后的关系。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：选取2007年1月1日至2012年12月31日我院病理科确诊的DLBCL患者的经甲醛固定、石蜡包埋的淋巴结病理标本。入选标准：①未经治疗；②有足够的标本用于诊断和染色；③病案资料及联系方式完整。排除标准：①既往有惰性淋巴瘤及其他原发恶性肿瘤病史；②诊断为原发中枢神经系统淋巴瘤的DLBCL患者；③经病理医师复核后与原诊断不一致的标本。选取病理诊断为反应性增生的2例同年龄段患者的淋巴结活检标本作为对照。

共纳入79例初治DLBCL患者。中位年龄55(16\~77)岁，男女比为1∶1。起病时伴B症状（发热、盗汗、体重减轻）的患者有48例（60.76%），LDH升高者39例（49.37%），美国东部肿瘤协作组（ECOG）体能状况评分≥2分者25例（31.65%），Ann Arbor分期为Ⅲ\~Ⅳ期者58例（73.42%），国际预后指数（IPI）评分≥2分者58例（73.42%）。起病时原发部位在结外的51例（65.38%）。全部79例中DLBCL非特指型73例（92.41%），其余少见的病理类型包括2例富于T细胞的大B细胞淋巴瘤（TCRLBCL），3例原发纵隔大B细胞淋巴瘤（PMBCL），1例介于Burkitt和DLBCL之间无法分类的B细胞淋巴瘤（BCLU）。根据细胞来源，可将DLBCL分为生发中心B细胞样（GCB）和非生发中心B细胞样（non-GCB）。GCB来源的DLBCL 34例（43.04%），非GCB来源的DLBCL 45例（56.96%）。79例患者中64例进行了包含利妥昔单抗的治疗，其余15例患者化疗方案中不含利妥昔单抗。化疗中位疗程数为7(2\~16)，其中10例患者在此基础上进行了自体造血干细胞移植。完成2\~4个疗程诱导治疗之后，由临床医师按照文献[@b5]标准进行疗效评估，包括完全缓解（CR）、部分缓解（PR）、疾病稳定（SD）和疾病进展（PD）。其中有效（CR+PR）51例（79.69%），无效（SD+PD）13例（20.31 %）。

2．组织芯片制备：由同一名病理医师进行阅片复核，选出典型肿瘤区域，在切片上进行标记，然后找出供者蜡块的对应区作为靶位点，以2 mm组织针取材种植，制成5行×8列和5行×3列组织芯片各一块。

3．免疫组化染色：利用EnVision两步法对组织芯片进行染色。修复液（枸橼酸缓冲液，pH=6）沸腾后高压锅上气2 min进行抗原修复。每张玻片加入一抗150 µl兔抗人CARD11多克隆抗体（美国Sigma-Aldrich公司产品，工作浓度1∶50）、兔抗人Ki-67单克隆抗体（丹麦Dako公司产品）、鼠抗人CD10单克隆抗体（美国Santa Cruz公司产品）、鼠抗人Bcl-6单克隆抗体（美国Santa Cruz公司产品）、Mum-1（鼠抗人单克隆抗体，英国Novocastra公司产品），室温下孵育1 h。之后加入二抗（酶标羊抗小鼠／兔IgG复合物，美国Origene公司产品）并进行显色。

所有抗体的染色结果均由两名医师在不知晓临床预后信息的情况下独立进行判读。对于每份标本，以肿瘤细胞比例最高的视野作为分析视野。结果以肿瘤细胞中CARD11染色阳性的比例进行记录，以10％作为最小累计单位。参照文献[@b6]，我们将≥30％的肿瘤细胞被染色定为阳性标准。对两名医师的判定结果进行kappa一致性分析。判读结果有分歧的标本由两名医师在双头显微镜下协商确定，以共同认定的阳性结果进行统计分析。考虑到染色强度与组织固定和前处理过程相关，染色强度不作为阳性的判断标准。根据CD10、Bcl-6、Mum-1的染色结果，用Hans法[@b7]进一步将DLBCL分为GCB型和non-GCB型。Ki-67指数由Ki-67染色核阳性的细胞数除以高倍视野下（×400）恶性细胞总数得到。其中所选择的视野为肿瘤细胞比例最高的分析视野。CD10、Bcl-6、Mum-1和Ki-67指数的判定由同一名病理科医师独立完成。

4．随访：随访方式包括门诊随访和电话随访。在末次随访时仍然存活的患者计为删失值。总生存（OS）时间为诊断到死亡或末次随访之间的时间。无事件生存（EFS）时间为诊断到发生事件（死亡、首次PD、首次复发、首次更换二线治疗方案）或末次随访之间的时间。若患者在末次随访时存活且没有发生过PD、复发、更换方案等事件，则计为删失值。

5．统计学处理：采用STATA 11.0/SE软件进行数据分析。生存分析采用Kaplan-Meier法。OS和EFS的比较及单因素分析采用双侧检验的Log-rank法。*P*\<0.05为差异具有统计学意义。对于可能影响OS和EFS的预后因素，纳入Cox比例风险模型进行多因素分析。

结果 {#s2}
====

1．DLBCL患者总体生存情况：截至2014年3月11日，79例患者中71例完成随访，8例失访，中位随访时间为28(1\~81)个月。2例患者在获得明确病理诊断之前死亡，77例患者进入生存分析。EFS是主要终点。随访期间共观察到24例事件，包括8例因肿瘤及其治疗相关的死亡、11例PD、3例复发、2例更换二线治疗方案。DLBCL患者的中位EFS时间未达到，2年EFS率为64.29%（95%*CI* 50.47%\~75.17%）。

2．CARD11在DLBCL肿瘤组织中的表达：CARD11分子在DLBCL组织中分布于细胞质，偶见核染色，肿瘤旁间质不着色（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。在75例可判定结果的DLBCL患者中，CARD11表达阳性49例（65.33%），CARD11表达阴性26例（34.67%）。观察者间一致性70.00%，预期一致性47.78%，Kappa值0.426（*P*=0.004），提示具有适中一致性。CARD11表达阳性组与阴性组患者的基线特征差异无统计学意义（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### CARD11阴性与阳性组弥漫大B细胞淋巴瘤患者的基线特征比较（例）

  项目                CARD 11阴性(26例)   CARD11阳性(49例)   *P*值
  ------------------ ------------------- ------------------ -------
  年龄                                                       0.311
   ≤60岁                     15                  34         
   \>60岁                    11                  15         
  性别                                                       0.170
   男                        10                  27         
   女                        16                  22         
  部位                                                       0.605
   结内                       8                  18         
   结外                      18                  31         
  B症状                                                      0.332
   有                        14                  32         
   无                        12                  17         
  ECOG评分                                                   0.492
   0〜1分                    19                  32         
   2〜4分                     7                  17         
  LDH水平                                                    0.375
   正常                      15                  23         
   升高                      11                  26         
  IPI评分                                                    0.128
   0〜2分                    17                  23         
   3〜5分                     9                  26         
  Ann Arbor分期                                              0.558
   Ⅰ〜Ⅱ期                     8                  12         
   Ⅲ〜Ⅳ期                    18                  37         
  病理亚型                                                   0.267
   GCB                       13                  18         
   non-GCB                   13                  31         
  Ki-67                                                      0.746
   ≤70%                      10                  17         
   \>70%                     16                  32         
  治疗方案                                                   0.745
   利妥昔单抗+化疗           22                  40         
   化疗                       4                  9          
  疗效                                                       0.615
   有效(CR+PR)               16                  33         
   无效(SD+PD)               10                  16         

注：GCB：生发中心B细胞；non-GCB：非生发中心B细胞；CR：完全缓解：PR：部分缓解；SD：疾病稳定；PD：疾病进展；B症状：发热、盗汗、体重减轻；ECOG：美国东部肿瘤协作组；IPI：国际预后指数

![免疫组化染色检测弥漫大B细胞淋巴瘤CARD11的表达（×200）](cjh-37-01-030-g001){#figure1}

3．CARD11表达与预后的单因素分析：CARD11阳性组中位EFS时间为45.6个月（13.2个月\~上限未达到），CARD11阴性组中位EFS时间未达到。CARD11阳性组、阴性组2年EFS率分别为52.03%（95%*CI* 34.23%\~67.16%）、86.12%（95%*CI* 62.86%\~95.31%），差异有统计学意义（*P*=0.036）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![CARD11阴性和CARD11阳性弥漫大B细胞淋巴瘤患者的无事件生存曲线](cjh-37-01-030-g002){#figure2}

在non-GCB型DLBCL患者中共发生19例事件，CARD11阴性、阳性患者的中位EFS时间分别为39.4（2.2\~66.0）、18.7(1.0\~81.0)个月，差异无统计学意义（*P*=0.052）。在GCB型DLBCL患者中共发生4例事件，CARD11阴性与阳性患者之间EFS差异无统计学意义（*P*=0.510），提示CARD11可能对非GCB来源的DLBCL有预后价值，而对于GCB来源的DLBCL由于事件数过少，不能否定其预后价值。在IPI 0\~2分的患者中共发生9例事件，其中CARD11阴性与阳性组之间的EFS差异无统计学意义（*P*=0.539）；在IPI 3\~5分的患者中共发生14例事件，其中CARD11阴性组中位EFS时间未达到，阳性组为185(1\~81)个月，差异有统计学意义（*P*=0.033）。提示CARD11对于IPI高中危和高危的患者具有良好的预后分层作用。

本组DLBCL患者在随访期内有8例死亡，均为CARD11阳性。CARD11阳性组的2年OS率低于CARD11阴性组（82％对100%，*P*=0.042）。

4．CARD11对DLBCL预后影响的多因素分析：在79例患者中，对可能影响EFS的预后因素以Log-rank法进行单因素分析，并对其中*P*\<0.01的因素和CARD11以Cox比例风险模型进入多因素分析。结果表明，男性、结外受累、有B症状、ECOG≥2分、IPI评分\>2分、CD10阴性、Mum-1阳性、non-GCB、CARD11阳性为预后不良的危险因素，有B症状、男性是预后不良的独立危险因素（[表2](#t02){ref-type="table"}）。有B症状的患者发生事件的风险是无B症状患者的6.14倍，男性患者发生事件的风险是女性的4.05倍。

###### 影响79例弥漫大B细胞淋巴瘤患者无事件生存率的单因素和多因素分析

  预后因素        单因素分析*P*值   多因素分析         
  -------------- ----------------- ------------ ------ -------------
  男性                 0.006          0.015      4.05   1.31〜12.50
  有B症状             \<0.001         0.005      6.14   1.71〜22.00
  ECOG评分≥2分         0.002          0.698      1.20   0.47〜3.07
  CD10阴性             0.009          0.202      0.25   0.32〜2.06
  non-GCB来源          0.002          0.941      1.06   0.20\~5.62
  CARD 11阳性          0.036          0.163      2.19   0.72\~6.62

注：B症状：发热、盗汗、体重减轻；ECOG：美国东部肿瘤协作组；non-GCB：非生发中心B细胞；其他单因素分析有统计学差异的预后因素：结外受累（*P*=0.012）、IPI\>2分（*P*=0.023）、MUM1阳性（*P*=0.036）

讨论 {#s3}
====

NF-κB组成性激活一直被认为是DLBCL的特征之一。CARD11错义突变是DLBCL常见突变，可增强NF-κB的激活[@b2]。生殖细胞CARD11突变可以导致B淋巴细胞持续增殖[@b8]。这说明CARD11对于肿瘤发生和发展具有重要意义。目前已有一些研究对于CARD11在DLBCL中表达情况进行了分析。由于研究方法和分子水平不同，很难对CARD11表达结果进行比较，文献报道的CARD11阳性率为10%\~23%[@b6],[@b9]--[@b10]。蛋白表达水平升高除DNA激活突变外，还可以有转录增多、泛素化降解减少等多种途径，因此CARD11蛋白表达率本身应该高于CARD激活突变率。另有一项研究利用免疫组化法对CARD11进行染色，CARD11阳性率为17.7%[@b9]。这可能与阳性阈值不同有关。使用H值法旨在综合考虑染色比例和强度，但H值法主要缺陷在于可重复性较差。本研究阈值设定遵循Lunenburg淋巴瘤生物标志物共识[@b11]，便于不同实验室比较。本研究未能发现CARD11表达在GCB型和non-GCB型DLBCL中存在差异（*P*=0.267），与文献[@b9]结果一致。Hans法分析DLBCL细胞来源本身就存在一定误差。另外本研究和Bu等[@b9]的研究中都有相当一部分病例为胃肠道DLBCL患者，可能胃肠道DLBCL有一定特殊性。

Dong等[@b6]研究表明CARD11突变阳性组与阴性组之间5年EFS率差异无统计学意义（*P*=0.088），这与本组资料的结果不符，主要原因可能在于调控机制对预后的影响：转录后调控可能是引起CARD11蛋白高表达，进而影响预后的机制。在另一项利用免疫组化方法的研究中，CARD11阳性组5年OS率（36.5%）低于阴性组（77.2%）（*P*=0.018）[@b9]。本研究的主要终点为EFS，结果与上述研究一致。亚组分析表明CARD11在高中危和高危患者中仍有较好的区分度，CARD11联合IPI评分是否能识别预后不良的患者人群，有待于后续前瞻性研究证实。

CARD11研究的另一个意义在于其对于药物反应性的预测。CARD11分子位于BTK分子的下游，其coiled-coil域常发生突变而导致一个持续自激活的表型，因此BTK抑制剂对这种突变的患者可能无效[@b4]。联合监测CARD11的突变判断BTK反应性可能是应用的方向之一。
